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論文内容の要旨
〔目的〕
最近の分泌機構に関する研究で，低分子量の GTP 結合蛋白質である Rab ファミリーの関与が注目される一方で，
3 量体 GTP 結合蛋白質の関与も報告きれている。本研究では，耳下腺腺房細胞を用いてアミラーゼ分泌に関与する 3
量体 GTP 結合蛋白質の存在，およびその同定を試みた。さらにモルヒネの作用について検討を加えた。
〔方法)
腺房細胞はラットの耳下腺を，コラゲナーゼとヒアルロニダーゼを含むハンクス液中で消化することにより調製し
た。腺房細胞からのアミラーゼの分泌は，アミラーゼ測定キットを用いて行った。 GTPase 活性の測定は Koski らの
方法に従った。
[32PJ 4-azidoaniliclo-GTP は carboclii l11 i c1e を用いて， [γ勺)J GTP と 4-azidoanili c1o を架橋して合成した。フォト
アフイニティーラベルは，腺房細胞を α 毒素処置後， [32PJ 4-azidoanilido-GTP と反応させた後，フォトアフィニテ
ィーラベリングを行し)， 12.5% SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動にかけ，オートラジオグラブイーを行なった。
イムノプロット解析は蛋白をニトロセルロース膜に転写し，抗 Gsα 抗体又は抗 Gia 抗体を用いて化学蛍光検出法に
より検出した。
〔成績〕
1) AIC13 (30μM) 単独で、はアミラーゼ、分泌効果はなく， NaF (10 111M) 単独でF弱しユアミラーゼ分泌効果がみられた。
AIC1 3/NaF は濃度依存的にアミラーゼの分泌を促進し， AIC1 3/NaF の濃度が30μM/I0 111M の時の濃度でのアミラー
ゼ分泌量は 10- 5 M のカルパコールによる分泌に相当した。
2) GTPase 活性は， AICla (30μM) により影響をうけなかったが， NaF (10 111M) により 54%の阻害がみられた。
また， AIC1:)NaF により， GTPase 活性は22% に減少した。以上のことから， AIC1 3, NaF, AIC1 3/NaF のアミラー
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ゼ分泌作用と GTPase 活性抑制に作用相関関係があることが示された。
3) cyclicAMP (cAMP) はアミラーゼ分泌を促進させなかったが，細胞の α 毒素による処置後はアミラーゼ分泌促
進効果を示した。また細胞膜透過性の db-cAMP はアミラーゼ分泌を促進させた。
4) GTP および GTP-γ-s は，無処置腺房細胞からのアミラーゼの分泌には影響を及ぼさなかったが， α 毒素処置後
は， GTP と GTP-γ-s は共に 10- 4 M の濃度でアミラーゼの分泌を促進した。
5 )モルヒネ(10-4 M) は GTPase 活性を促進し，この作用はナロキソン(10-4 M) により括抗された。 AIC1 3/NaF
で促進されたアミラーゼの分泌は，モルヒネによって部分的に抑制された。 α 毒素処置腺房細胞においてモルヒネは
GTPγ-s によるアミラーゼの分泌促進に対しては影響を示さなかったが， GTP によるアミラーゼの分泌に対しては
抑制を示した。この効果はナロキソンにより抑制された。
6) GTP 結合蛋白質のフォトアブイニティーラベルによる解析の結果は， α 毒素処置により 43 kDa と 31 kDa の蛋白
質が濃くラベルされ，このラベリングは AIC13/NaF により増強された。モルヒネは α 毒素の存在で43 kDa と 31 kDa 
の蛋白質のバンドのラベリングを抑制した。イムノプロット解析より， [32PJ 4-azidoanilido-GTP の取り込みが増加
した 43 kDa 蛋白は， Gs 蛋白のバンドと一致した。
7 )細胞をコレラ毒素で処置すると，アミラーゼ分泌は促進された。コレラ毒素処理後はイソプロテレノールと
AICljNaF はアミラーゼ分泌を促進しなかった。
〔総括〕
1) AIC13 (30μM) と NaF (10 mM) を共存させるとアミラーゼ、分泌の促進がみられ，アミラーゼ分泌と GTPase 活
性阻害に相関がみられた。また，コレラ毒素で腺房細胞を処置するとアミラーゼの分泌促進がみられ，コレラ毒素処
理後はイソプロテレノール， AIC13/NaF によるアミラーゼ放出効果は失われたので，イソプロテレノール，AIC13/NaF 
で活性化される G蛋白質は三量体G蛋白質で Gs であることが示唆された。
2) [32PJ 4-azidoanilido-GTP を用いたフォトアブイニティーラベルとイムノプロットの結果より，アミラーゼの分
泌に関与し，モルヒネと AIC13/NaF の影響を受ける 43 KDa 蛋白質は Gs である可能性が高いことが示され，このこと
はイソプロテレノールで促進されるアミラーゼ分泌に対するコレラ毒素処置による抑制からさらに強く支持される。
3 )モルヒネは GTPase 活性の促進と Gs への GTP の取り込みを減少させることによってアミラーゼ分泌を減少さ
せることが考えられた。アミラーゼ分泌および GTPase 活性にモルヒネが影響を与え，ナロキソン措抗を示したこと
から，耳下腺にオピエート受容体が存在することが明らかになった。
論文審査の結果の要旨
本研究では，耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌に関与する 3 量体 GTP 結合蛋白質について，その存在と同定，
さらにモルヒネのアミラーゼ分泌に対する作用について検討した。その結果， 3 量体 GTP 結合蛋白質を活性化するフ
ッ化アルミニウムおよび GTP により，耳下腺腺房細胞からのアミラーゼ分泌が起こり，その分泌はモルヒネにより抑
制された。またイソプロテレノールによるアミラーゼ分泌は， GDP-βS とコレラ毒素によって抑制された。フォトア
ブイニティーにより， GTP との結合能を有する分子量43 kDa の蛋白が Gs であることが示され，この Gs への GTP の
結合はフッ化アルミニウムにより増強され，モルヒネにより抑制された。
本研究により耳下腺からのアミラーゼ分泌に 3 量体 GTP 結合蛋白質，特に Gs が深く関与していることが明らかに
された。また，モルヒネがオピオイド受容体を介して 3 量体 GTP 結合蛋白質の機能に影響を与え，アミラーゼ分泌を
抑制することが示唆された。
以上，本論文は唾液腺の薬物受容機構を解明していく上で重要であり，学位の授与に値すると認める。
